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The occurrence of isoflavones in some domestic clover varieties

Abstract

Preliminary investigations were carried out in order to ascertain the occurrence of
isoflavonoid compounds characterized by estrogenic activity, in five domestic species of
clover: Tiifolium pratense L., T. repens L., T. incarnatum L., T. resupinatum L. and T.
hybridum L. Large amounts of biochanin A (0.8%/, d.m.) and formononetin (0.7%/, d.m.)
and small amounts of genistein were identified in the green parts of red clover. In the
remaining species, small amounts of formononetin and genistein were found. In all the
species of clover, free isoflavonoid aglycones and glycosides were found. Laboratory tests
carried out on mice showed that only T. pratense contained high estrogen activity. Red
clover also had an unidentified factor which inhibited the increase of the body weight of
young mice.

WSTEP

W roku 1946 ukazala si¢ publikacja (Bennetts i in., 1946) na temat
estrogennych wilasciwosci koniczyny podziemnej (Trifolium subterraneum L.),
gdzie po raz pierwszy podano rozpoznanie przyczyny bezplodnosci owiec
wypasanych na terenach Australi. Od tej pory opublikowano wiele prac
naukowych i przegladowych (Liener, 1969) na temat wystepowania substan-
cji estrogennych w roéznych roslinach pastewnych. Powszechnie przewaza
poglad, ze za wlasciwosci estrogenne pasz odpowiedzialne sa przede wszyst-
kim izoflawony i kumestrol. Izoflawony wykazuja wprawdzie znacznie stab-
sze wlasciwos$cl estrogenne w porownaniu z kumestrolem, jednak wystepuja
one w niektérych gatunkach koniczyny w bardzo duzych ilosciach, siggaja-
cych niekiedy kilku procent suchej masy (Beck, 1964).
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Najczesciej spotykanymi izoflawonami koniczyn sa: biochanina A (5,7-
dihydroksy-4’-metoksyizoflawon), formononetyna (7-hydroksy-4’-metoksyizo-
flawon), genisteina (5,4’,7-trihydroksyizoflawon) oraz daidzeina (7,4’ -dihydro-
ksyizoflawon) i pratenseina (3’,5,7-trihydroksy-4’'metoksyizoflawon). W litera-
turze Swiatowej ukazato si¢ dotychczas wiele publikacji na temat wystepo-
wania izoflawonéw w rodzaju Trifolium, ich skladu chemicznego, biosyntezy
oraz wpltywu réznych czynnikow genetycznych i §rodowiskowych na ksztat-
towanie si¢ ich zawartosci (Wong, 1975). Powszechno$¢ uprawy w Polsce
koniczyny oraz brak w pi$miennictwie krajowym jakichkolwiek prac w tym
zakresie sklonil autoréw do podjecia wstepnych badan nad wystepowaniem
zwiazk6w estrogennych typu izoflawonéw w uprawianych w kraju gatunkach
koniczyny.

MATERIAL I METODY

Badano pig¢ gatunkéw koniczyny: koniczyne biala (Trifolium repens L.
odm. Radzikowska), koniczyne czerwona (7. pratense L. odm. Hruszowska),
inkarnatke (T. incarnatum L. odm. Opolska), koniczyne perska (T. resupina-
tum L.) 1 koniczyne szwedzka (T. hybridum L. odm. Zorza). Nasiona koniczy-
ny wysiewano wiosna 1983 r. na polu Zakladu Doswiadczalnego IUNG,
Kepa. Rosliny rosty na madzie $redniej zawierajacej 36%, czesci splawial-
nych, 19,0 mg przyswajalnego P,Os5 i 15,5 mg K,O na 100 mg gleby oraz
2,5%/4 prochnicy i pH (KCI) 6,2. Rosliny odchwaszczano recznie. Material do
badan (czeSci nadziemne) uzyskano przez wysuszenie w 60°C roélin Scigtych
w poczatkach kwitnienia, w drugim pokosie w pierwszym roku uzytkowania.

Izoflawonoidy ekstrahowano wyczerpujaco wrzacym etanolem z 10 g
probek zmielonego suszu. Potaczone ekstrakty odparowywano do sucha i
pozostalo$é zawieszano w 10 ml wody. Wolne izoflawony ekstrahowano z
roztworu wodnego chloroformem, a glikozydy flawonoidowe octanem etylu.
Glikozydy, po odparowaniu octanu eiylu, hydrolizowano przez ogrzewanie
do wrzenia pod chlodnica zwrotng przez 2 godziny w 10 ml mieszaniny 4 N
HCl i metanolu (1:1). Hydrolizat rozcieniczono dwukrotnie woda i po odde-
stylowaniu alkoholu ekstrahowano wolne izoflawony chloroformem.

Glikozydy flawonoidowe rozdzielano technika dwukierunkowej chroma-
tografii cienkowarstwowej na ptytkach (20 x 20 cm) pokrytych 0,1 mm war-
stwa celulozy (firmy Merck). Do rozwijania chromatograméw stosowano
15%/, kwas octowy (S1) oraz mieszanine: n-butanol — kwas octowy — woda
(4:1:5 v:viv), faza goérna (S2). Do rozdzielania wolnych izoflawondow stosowa-
no chromatografi¢ cienkowarstwowa na zelu krzemionkowym (Kieselgel
60 F,5, — Merck) w ukladach benzen — metanol (9:1 v:v) (S3), chloroform
— metanol (89:11 v:v) (S84) i chloroform — kwas octowy (85:15 v:v) (S5).
Chromatogramy ogladano w $wietle UV (254 i 366 nm) po uprzedniej
ekspozycji w parach amoniaku.
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Zawartos¢ izoflawondéw w badanych gatunkach oznaczano polilosciowa
metoda chromatograficzna. 100 mg zmielonego suszu koniczyny zalewano, w
kolbce miarowej na 10 ml, 3 ml wody destylowanej. Po uplywie 1 godziny
kolbke dopelniano do kreski etanolem i1 pozostawiano na dalsze 2 godziny,
od czasu do czasu wstrzasajac. Roztwoér nanoszono na piytki do chromato-
grafii cienkowarstowej w ilosciach 10, 20 1 40 mikrolitrow obok wzorco-
wych roztworéw formononetyny, biochaniny A i genisteiny (0,05-1,00 pg/ml).
Stezenie poszczegdlnych izoflawonéw w prébkach oceniano na podstawie
porownania wielkosdci ich plam widocznych na chromatogramach w $wietle
UV z plamami odpowiednich wzorcow.

Do dos$wiadczen zywieniowych uzyto albinotycznych myszy laboratoryj-
nych z hodowli wilasnej. Trzytygodniowe samice o masie ciala okolo 13 g
umieszczono w osobnych klatkach i podawano im przez 10 dni pasz¢ 1 wodg
ad libitum. Myszy waZzono przed rozpoczeciem i po zakonczeniu do$wiadcze-
nia. Jedenastego dnia myszy uépiono i okreslono mas¢ wypreparowanych i
osuszonych bibuta macic. Spozycie paszy okre§lano indywidualnie dla kazdej
myszy uwzgledniajac mase niewyjadoéw. Doswiadczenie prowadzono w osmiu
powtdrzeniach dla kazdego obiektu. Diety doswiadczalne przygotowano
przez dodanie do zmielonej paszy standardowej ,,Murigran” (producent —
Zaklad Doswiadczalny CLPP — Wytwornia Pasz w Motyczu) zageszczo-
nych ekstraktéow etanolowych z suszu badanych gatunkéw koniczyny. Po
starannym wymieszaniu ekstraktu z pasza alkohol odparowywano w 60°C, a
roznice wagowe diet powstale w wyniku dodania réznych ilosci ekstraktow
korygowano przez dodatek odpowiedniej ilosci wody. Udzial ekstraktu z
koniczyny w diecie podano na wykresach i w tabeli jako réwnowaznik ilosci
koniczyny w diecie, to jest stosunek wagowy ilosci suszu, z ktdrej przygoto-
wano ekstrakt, do ilosci paszy standardowe;j.

WYNIKI

Wstepna analiza chromatograficzna wykazata obecno$¢ w ekstrakcie z
nadziemnych cze$ci badanych gatunkéw koniczyny zaré6wno wolnych izofla-
wonow, jak réwniez ich glikozydéw. W dalszym toku analizy rozdzielono te
obie formy izoflawondw wykorzystujac roznice w ich polarnosci. Analiza
chromatograficzna frakcji chloroformowej wykazata obecno$é wolnych izofla-
wondw takich jak: biochanina A, formononetyna i genisteina (tab. 1), kto-
rych udzial i zawartos¢ w poszczegdlnych gatunkach koniczyny byly rézne
(tab. 2). Najwyzszaq zawartoscia wolnych izoflawondéw charakteryzowata sie¢
koniczyna czerwona. W jej ekstraktach stwierdzono biochaning A i formono-
netyn¢ oraz znacznie mniejsze ilosci genisteiny. Zaden z pozostalych gatun-
kow koniczyny nie zawieral wykrywalnych ilosci biochaniny A, natomiast
formononetyna i genisteina byly obecne w niewielkich ilosciach. W ekstrakcie
z koniczyny bialej 1 szwedzkiej stwierdzono na chramatogramach obecnosé
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dwu dodatkowych plam fluoryzujacych intensywnie niebiesko w swietle UV
przy 366 nm. W uktadach rozwijajacych powszechnie uzywanych do rozdzie-
lania izoflawonow koniczyny, oba te sktadniki mialy wspolczynniki Rf nie-
mal identyczne z warto$ciami Rf biochaniny i formononetyny. Po wyprobo-
waniu szeregu ukladéw rozwijajacych stwierdzono, ze wszystkie analizowane
komponenty rozdzielaja si¢ dobrze w mieszaninie chloroform — kwas octo-
wy (85:15 v:v). Uklad ten byl w dalszej czesci pracy stosowany do poéliloscio-
wego oszacowania zawartosci izoflawonow w materiale roslinnym.

Frakcje glikozydowe z ekstraktow analizowano technika dwukierunkowe;j
chromatografii cienkowarstwowej (tab. 3). Z uwagi na duzg liczebnos¢ kom-
ponentow glikozydowych zrezygnowano z izolacji poszczegdlnych sktadni-
kéw, a frakcje glikozydowa poddano hydrolizie kwasowej. Uzyskane w
wyniku hydrolizy aglikony analizowano chromatograficznie na obecnos¢
izoflawonéw (tab. 2). Wykazano (tab. 2), ze we wszystkich analizowanych
gatunkach koniczyny izoflawony wystepuja zarowno w stanie wolnym, jak
tez w formie glikozydowej, co sklonilo nas do zastosowania hydrolizy
enzymatycznej przed ilosciowym ich oznaczaniem. Hydrolize autoenzymaty-
czna i ekstrakcje izoflawondéw przeprowadzono wedlug rutynowej metody
opracowanej przez Gosdena i Jonesa (1978) dla oznaczen formonone-
tyny wprowadzajac tylko niewielkie modyfikacje. Oszacowania zawartosci
izoflawonéw dokonano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej, po-
rownujac bezposrednio plamy poszczegdlnych izoflawonéw na chromato-
gramie z plamami odpowiednich wzorcow. Plamy biochaniny A i genisteiny
obserwowano w $wietle UV przy 254 nm wykorzystujgc ich zdolnos¢ do
wygaszania fluorescencji indykatora, a plamy formononetyny przy 366 nm,
po uprzedniej ekspozycji chromatograméw w parach amoniaku. Jak wy-
kazano w tabeli 4, jedynie koniczyna czerwona jest bogata w izoflawony.
Pozostale koniczyny sa ubogie w te sktadniki, a ogdélna ich zawarto$¢ nie
przekracza 0,19/,

Oceny aktywnosci estrogennej badanych gatunkéw dokonano na podsta-
wie zmian stosunku masy macicy do masy ciala myszy karmionych dietg z
dodatkiem ekstraktow alkoholowych z suszu analizowanych koniczyn.
Przeprowadzone doswiadczenia zywieniowe wykazaly wysoka aktywnos¢ es-
trogenna koniczyny czerwownej. Jak wynika z wykresu (rys. 1) wraz ze
wzrostem rownowaznika ilosci koniczyny w diecie, liniowo wzrastal wska-
znik aktywnosci estrogennej. U myszy karmionych pasza o zawartosci eks-
traktu takiej jaka ma susz koniczyny czerwonej (rownowaznik ilosci koniczy-
ny réowny 1), stosunek masy macicy do masy ciala byl okolo pigciokrotnie
wyzszy niz u myszy karmionych pasza kontrolna.

W celu porownania aktywnosci estrogennej analizowanych gatunkow
koniczyny wykonano doswiadczenie zywieniowe z dietami o takim samym
rownowazniku ilosci koniczyny. Dane tabeli 5 wskazuja, Zze przy rownowa-
zniku ilo$ci koniczyny wynoszacym 0,3, tylko koniczyna czerwona wykazata
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Tabela 1 — Table 1

Charakterystyka chromatograficzna izoflawonow koniczyny
Chromatographic characterictics of clover isoflavones

Sktadnik Wartosci Ry w ukladzie Barwa plam w swietle UV
Component R; value in solvent system \ Color of spots in UV

S3 S4 S5 - UV 254 UV 336 UV 366/NH,
Biochanina A 0,52 0,78 0,66 brunatna — —
Biochanin A brown
Formononetyna 0,33 0,70 0,49 szaroniebieska  bladoniebieska zielononiebieska
Formononectin grey-blue light-blue green-blue
Genisteina 0,18 0,51 0,27 brunatna S - —
Genistein : brown
Skladnik N, 0,26 0,70 0,59 - niebieska bladonicbieska
Component N, blue light-blue
Skladnik N, 0,34 0,79 044 - niebieska niebieska (intens.)

blue dark blue

Component N,
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Tabela 2— Table 2

Wystgpowanie wolnych i zwiazanych glikozydowo izoflawonéw w koniczynie
Occurrence of free and bound glycoside isoflavones in clover

Skladnik Wzgledna zawarto§¢ skladnika
Component Relative content of component
koniczyna  koniczyna koniczyna  koniczyna
biata czerwona  inkarnatka perska szwedzka
White Red Crimson Persian Alsike
clover clover clover clover clover
Biochanina A a — +++++ - - —
Biochanin A b - +++++ - - -
Formononetyna a + +++++ ++ ++ +
Formononetin b + +++++ + + ++ +
Genisteina a + ++ + +4 ++
Genistein b + + + + +
Sktadnik Nla +++++ — — — + 4+ 4+ 4+
Component N; b ++++ - — — + 4+ + +
Skladnik N, a +++++ — - - ++++
Component N, b ++++ — - - 4+
a — izoflawony wolne, free isoflavons; b — izoflawony zwiazane glikozydowo, isoflavones glycoside bond.

wlasciwosci estrogenne, powodujac ponad trzykrotny przyrost stosunku ma-
sy macicy do masy ciala myszy w poréwnaniu z dieta kontrolna, pozostate
gatunki koniczyny nie spowodowaly istotnych zmian tego stosunku, co
wskazuje na brak aktywnosci estrogenne;j.

W przypadku wszystkich badanych gatunkow dodatek ekstraktu do
paszy standardowej powodowal spadek spozycia diety przez zwierzeta do-
$wiadczalne w granicach 20-30%, (tab. 5). Spadek ten nie jest skorelowany z
dzialaniem estrogennym ani z oznaczona chromatograficznie zawartoscia
izoflawonow.

W doswiadczeniach zywieniowych obserwowano rowniez réznice w przy-
rostach masy ciala myszy. Jezeli dla uniknigcia wpltywu réznych ilosci
przyjetego pokarmu pordwnuje si¢ przyrost masy ciala na jednostke spozytej
paszy, to daje si¢ zauwazyC nizsze przyrosty zwierzat w przypadku koniczyny
czerwonej zarOwno w porOéwnaniu z dieta kontrolna, jak i w poréwnaniu z
pozostalymi badanymi gatunkami z rodzaju Trifolium (tab. 5). Hamujace
dziatanie ekstraktow z koniczyny czerwonej na wzrost zwierzat doswiadczal-
nych szczegOlnie silnie ujawnito sie¢ w przypadku zwigkszenia ich udzialu w
diecie (rys. 2). Zwierzeta otrzymujace pasz¢ wzbogacona w ekstrakt w ilosci
odpowiadajacej rownowaznej ilosci koniczyny nie tylko nie przybieraty na
wadze, ale masa ich ciala po dziesigciu dniach spadia ponizej wyjSciowe;.
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Tabela 3— Table 3

83

Charakterystyka chromatograficzna frakcji glikozydowych ekstraktow z pieciu gatunkow

koniczyny

Chromatographic characteristic glycoside fractions of the extracts from five clover species

Barwa plam w UV

Gatux.lek R, Color of spots in UV
Species
St S2 UV 254 UV 366 UV 366/NH,
1 2 3 4 5 6
Koniczyna biala 0,47 0,47 br br SZ-Z
White clover ° 0,67 0,61 nb nb nb
0,56 0,88 b-nb b-nb b-nb
0,31 0,76 b-nb b-nb b-nb
0,22 0,56 br br SZ-Z
0,52 0,68 b-z-z - -
0,59 0,77 - — b-z
0,38 0,54 - - bz .
0,11 0,48 - — b-z
0,02 0,32 - - b-z
0,13 0,40 — — SZ-Z
Koniczyna czerwona 0,63 0,78 nb-f nb-f b-nb
Red clover 0,51 0,72 nb-f nb-f b-nb
0,44 0,74 nb-f nb-f b-nb
0,33 0,77 nb-f nb-f b-nb
0,60 0,63 b-nb b-z-z SZ-Z
0,34 0,49 br br $Z-7
0,07 0,20 b-z b-z -
0,50 0,52 br - —
0,55 0,71 br — -
0,61 0,57 - - jf
0,74 0,77 — — b-z
0,72 0,92 — — b-z
0,70 0,87 — — 3
0,54 0,85 - - b-nb
0,67 0,45 — - b-z
0,29 0,49 - — z
Inkarnatka 0,57 0,90 b-nb b-nb -
Crimson clover 0,48 0,71 b-nb b-nb b-z
0,48 0,60 b-bn b-nb b-z
0,40 0,48 b-nb b-nb b-z
0,29 0,40 br br br
0,30 0,53 br br hr
0,10 0,31 br br Z
0,12 0,43 br br br
0,55 0,61 b-nb - —
0,60 0,37 - - 3
0,56 0,56 - - jf
0,36 0,93 — - jf
0,25 091 - - b-nb
0,06 0,86 - — b-nb
0,11 0,35 — - b-nb
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cd. Tabeli 3
1 2 3 5 6

Koniczyna perska 0,46 0,77 br br b-br

Persian clover 0,38 0,65 br br b-br
0,29 0,54 br br SZ-Z
0,58 0,76 nb-f nb-f b-nb
0,26 0,74 nb-f nb-f nb
0,53 0,65 b-nb — —
0,69 0,74 — — b-nb
0,65 0,34 - b-nb

Koniczyna szwedzka 0,72 0,60 nb-f nb-f nb-f

Alsike clover 0,39 0,73 nb-f nb-f b-nb
0,26 0,75 nb-f nb-f nb-f
0,25 0,52 br br br
0,55 0,63 b-z-z — -
0,58 0,28 - nb
0,54 0,91 - nb
045 0,71 - j-z
0,15 0,46 — jz
0,01 0,66 - jz

Barwa plam (color of spots):

br ~ brunatna (brown), f — fioetowa (violet),

nb — niebieska (blue), b — blada (pale),

z — zolta (yellow), j — jasna (light),

z — zielona (green), jf — fiotkowa (light-violet).

sz — szara (grey),

Tabela 4 — Table 4
Zawartos¢ izoflawonoéw w badanych gatunkach koniczyny
The content of isoflavones in the studied species of clover

Gatunek Zawarto$¢ izoflawondéw w % s.m.

Species Content of isoflavones in % d.m.
biochanina A formononetyna genisteina suma
biochanin A formononetin genistein total

Koniczyna biata 0,02 0,03 0,05
White clover

Koniczyna czerwona 0,80 0,70 0,07 1,57
Red clover

Inkatrnatka 0,03 0,04 0,07
Crimson clover

Koniczyna perska 0,07 0,02 0,09
Persian clover _

Koniczyna szewdzka 0,02 0,08 0,10

Alsike clover
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Stosunek masy macicy do masy ciata x 10°
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Rownowaznik ilosci koniczyny w diecie
Dietary clover equivalent

Rys. 1. Zalezno$¢ przyrostu stosunku masy macicy do masy ciala myszy od udziatu ekstraktu z
koniczyny czerwonej w diecie

Fig. 1. The increase in the ratio of mouse uterine weight to body weight depending on the
amount of clover extract in the diet

Tabela 5— Table 5

Poréwnanie wlasnosci estrogennych i wartosci zywieniowej pigciu' gatunkow koniczyny
Comparison of the estrogenic properties and nutrient value of five species of clover

Stosunek masy macicy Spozycie diety Przyrost masy ciala
do masy calego ciala przez 10 dni w g wgnalg
Gatunek x 103 na 1 mysz spozytej paszy
Species Ratio of uterus Diet consumption Body mass gain
mass to body mas for 10 days per mouse (in grams) per g of
x 103 ® consumption
Kontrola* 0,880 59,75 0,074
Control
Koniczyna
czerwona 34132 42,13 0,043°
Red clover
Koniczyna biata 0,770 46,38 0,082
White clover :
Koniczyna perska 0,985 44,00 0,062
Persian clover
Koniczyna .
szwedzka 0,671 46,88 0,071
Alsike clover
Inkarnatka 0,869 44,88 0,068

Crimson clover

Réwnowaznik ilosci koniczyny w diecie 0,3 — equivalent amount of clover in diet 0,3.

*Pasza standardowa bez dodatku ekstraktu z koniczyny.

Standard feed without added clover extract.

*Srednie rozniace sie od pozostatych $rednich obiektowych na poziomie istotnosci: a — 0,01, b — 0,10.
Average difference in remaining objects at significance level: a —~ 001, b — 0.10.
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Rys. 2. Zalezno§¢ przyrostu masy ciala myszy od udzialu ekstraktu z koniczyny czerwonej w
diecie

Fig. 2. The increase in mouse body weight as a function of the amount of red clover extract in
the diet

DYSKUSJA

W suszu wszystkich analizowanych koniczyn stwierdziliSmy obecno$¢
izoflawondéw zarowno w stanie wolnym, jak tez zwiazanych, prawdopodobnie
glikozydowo. Prace niektOrych autoréw podaja wprawdzie, ze w koniczynie
czerwonej i podziemnej izoflawony wystepuja niemal wylacznie (Beck, 1964),
lub nawet wylacznie (Beck i Knax, 1971), w formie glikozydow. Inne
publikacje (Francis i Millington, 1965; Dedio i Clark, 1968; Jones,
1979), wykazuja, ze podczas suszenia $cigtych ro$lin zachodzi czg¢Sciowo
hydroliza glikozydéw pod wplywem enzymow zawartych w ro$linic. Nadal
jednak pozostaje kwestia dyskusyjna, w jakiej temperaturze enzymy te ulega-
ja dezaktywacji. Problem ten jest szczegOlnie wazny przy konserwacji mate-
rialu roSlinnego dla oznaczen ilosciowych, gdyz izoflawony oznacza sig
jedynie w formie nie zwigzanej, po uprzedniej, przewaznie autoenzymatycznej
hydrolizie. Zwykle w celu przeprowadzenia hydrolizy autoenzymatycznej
material roélinny $wiezy, zamrozony lub wysuszony rozciera si¢ lub miesza z
woda i pozostawia na okreSlony czas w temperaturze pokojowej. Beck
(1964) jednakze uzyskiwal zadowalajace wyniki hydrolizy autoenzymatycznej
tylko w przypadku $wiezego materialu roélinnego. Dedio i Clark (1969)
utrzymuja natomiast, ze suszenie do 80°C nie powoduje dezaktywacji enzy-
méw i nie obniza zawartosci izoflawondéw. Autorzy ci zauwazyli jednak
znaczny spadek zawartosci izoflawondéw w przypadku, gdy material roslinny
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suszony byl powyzej 90°C i sugeruja, ze przyczyna tego mogl byé rozkiad
izoflawondéw. Jones (1979) badal wplyw réznych temperatur suszenia na
zawarto$¢ formononetyny w koniczynie czerwonej dodajac przy hydrolizie
glukozydaze. Autor konkluduje, ze temperatura w zakresie 60-80°C nie
obniza zawartosci formononetyny, a suszenie surowca nawet w temperaturze
105°C nie powoduje rozkladu tego izoflawonu, a jedynie dezaktywuje uklad
enzymatyczny. W naszym przypadku, kiedy material roslinny byl suszony w
60°C, nie stwierdziliSmy po autoenzymatycznej hydrolizie obecnosci izoflawo-
now zwiazanych glikozydowo. Ten wigc sposéb hydrolizy stosowaliSmy w
oznaczeniach ilosciowych.

Poréwnujac zawarto$¢ izoflawonéw w gatunkach koniczyny uprawianych
w kraju stwierdziliémy wysoka ich koncentracje (1,57°/, s.m.) tylko w koni-
czynie czerwonej. Ogélna zawarto$é izoflawonéw w pozostalych gatunkach
koniczyny nie przekraczata 0,1°/, s.m. Dominujacymi izoflawonami koniczy-
ny czerwonej byly biochanina A (0,8%/,) i formononetyna (0,7%/,). Genisteina
stanowila zaledwie 0,07°/,. Uzyskane dane nie odbiegaja zasadniczo od
innych doniesien. Dedio 1 Clark (1968) analizowali 16 odmian koniczyny
czerwonej na zawarto$¢ glownych izoflawonow. W lisciach analizowanych
odmian zawarto$¢ biochaniny A wahala sie od 0,60 do 1,12%/,, a formonone-
tyny od 0,35 do 0,94°, sm. W czterech odmianach testowanych przez
Francisa i in. (1967) biochanina A stanowita 0,95 do 1,20°,, a formonone-
tyna 1,00 do 1,20%, s.m. Sachse (1974) poré6wnatl pod wzgledem zawartosci
izoflawonéw 20 odmian koniczyny czerwownej. W czeSciach nadziemnych
analizowanych odmian zawartos¢ biochaniny A wahala si¢ w granicach od
0,15 do 0,48°/,, a formononetyny od 0,18 do 0,98%, s.m. Ponadto autor
okreslit zawarto$¢ genisteiny, daidzeiny i pratenseiny. Zawarto$¢ tych izofla-
wonow byla stosunkowo niska i stanowila setne czesci procenta dla poszcze-
gbélnych komponentéw.

W literaturze §wiatowej jest stosunkowo niewiele danych na temat izofla-
wondéw w innych gatunkach poza koniczyna czerwona i podziemna. Wigze
si¢ to zapewne z niska aktywnos$cia estrogenna pozostatych uprawnych
gatunkéw. Francis i in. (1967) badali ponad 100 gatunkow koniczyny na
zawarto$¢ estrogennych izoflawonéw. Duza koncentracje izoflawonoéw stwier-
dzili zaledwie w 17 gatunkach. W pozostatych gatunkach ogdlna zawartosé
izoflawonéw nie przekraczata 0,25%°/, Gatunki te autorzy okreslili jako
nieestrogenne. Zaden z gatunkow uprawianych u nas w kraju, poza koniczy-
ng czerwona, nie zostal przez wyzej cytowanych autoréow zaliczony do
koniczyn estrogennych, co jest rowniez zgodne z naszymi wynikami. Autorzy
podaja jedynie, ze koniczyna biaia, obok innych paru gatunkoéw, zawierata
kumestrol w ilosci 12 ppm. W analizowanej przez nas koniczynie biatej odm.
Radzikowska, jak tez w innych badanych gatunkach koniczyny nie stwierdzi-
lismy obecnosci kumestrolu. Sachse (1974) analizujac 32 odmiany koniczyny
bialej stwierdzil znikome ilosci kumestrolu w 15 przypadkach. Pozostate
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odmiany, lacznie z polska odmiana Podkowa nie zawieraly kumestrolu.
Sposréd innych izoflawonéw autor stwierdzit w odmianach koniczyny
biatej tylko formononetyne, ktdérej zawartos¢ ksztaltowata si¢ od 0,028
do 0,092%, s.m.

Wedtug danych z literatury izoflawony wykazuja aktywnos¢ fizjologiczna
analogiczna do dzialania zenskich hormonéw plciowych, estrogenéw. Wpro-
wadzone do organizmu zwierzecego roslinne substancje estrogenne zakiocaja
réwnowage hormonalna powodujac migdzy innymi zmiany przerostowe ma-
cicy. Ilosciowa ocena tych zmian oparta na pomiarze stosunku masy macicy
do masy ciala zwierzat doéwiadczalnych jest podstawa testow okreslajacych
aktywno$é estrogenna (Pieterse i Andrews, 1956). Przeprowadzone przez
nas do$wiadczenia zywieniowe na myszach wykazaly wysoka aktywnos¢
estrogenna ekstraktéw z koniczyny czerwonej (tab. 5), zwiazana, jak mozna
sadzi¢ na podstawie analiz chemicznych i danych z literatury, z wysoka
zawartoscia izoflawondw, a przede wszystkim biochaniny A i formononetyny
(tab. 4). Wraz ze wzrostem réwnowaznika iloSci koniczyny czerwonej w
diecie wzrastal wskaznik aktywnosci estrogennej (rys. 1). U myszy karmio-
nych pasza o aktywnosci estrogennej, takiej jaka ma susz koniczyny czer-
wonej, stosunek masy macicy do masy ciala byl okoto pigciokrotnie wyzszy
niz u myszy karmionych pasza kontrolna. Porownanie pigciu gatunkow
koniczyny wykazato, ze koniczyna biala, koniczyna szwedzka, inkarnatka 1
koniczyna perska nie maja wlasciwosci estrogennych. Jest to zgodne z
wynikami analiz chemicznych i danymi z literatury (Francis i in, 1967;
‘Sachse, 1974).

W przypadku wszystkich badanych gatunk6éw koniczyny dodatek eks-
traktu z roélin do diety standardowej powodowal spadek spozycia paszy w
granicach 20 do 30%,. Francis (1973) sugeruje, ze zawartos¢ glikozydow
izoflawonéw wplywa ujemnie na wartosci smakowe T. subterraneum dla
owiec. W naszym do$wiadczeniu jednak spadek spozycia paszy nie jest
skorelowany z oznaczona chromatograficznie zawartoscia izoflawon6éw ani z
aktywnoscig estrogenng.

Obserwowano réwniez zahamowanie przyrostu masy ciata myszy karmio-
nych pasza z dodatkiem ekstraktéw z koniczyny czerwonej. Dzialanie to
ujawnito si¢ szczegélnie silnie w przypadku wzrostu udziatu koniczyny w
diecie (rys. 2). Ekstrakt z koniczyny czerwonej zawiera wigc prawdopodobnie
jakas niezidentyfikowana substancj¢ antyzywieniowa. Nalezy nadmieni¢, Ze
badacze francuscy zaobserwowali réwniez hamujacy wplyw preparatéw bial-
kowych z koniczyny czerwonej na wzrost kurczat (Guy - informacja
prywatna). Podejrzewa si¢, ze za wlasciwosci antyzywieniowe tych prepara-
tow moga byé odpowiedzialne blizej nie okreSlone polifenole. Obecny stan
wiedzy nie pozwala na jednoznaczne rozstrzygnigcie czy izoflawony lub ich
glikozydy maja wiasciwosci przeciwwzrostowe. Johnston i in. (1965) wyka-
zali zwigkszenie przyrostow masy ciala jagniat pici meskiej, w przypadku gdy
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dieta zawierala ekstrakty z lucerny bogate w estrogenny kumestrol. Kumes-
trol jest pod wzglgdem budowy chemicznej zblizony do izoflawondow i
powoduje podobne efekty estrogenne, jednakze w literaturze brak jest danych
na temat aktywnosci wzrostowej izoflawonow.

Biorac pod uwage duza rolg koniczyny czerwonej w zywieniu zwierzat, jak
tez obecnos¢ w jej skladzie substancji antyzywieniowych, wydaje sie celowe
prowadzenie dalszych badan w kierunku blizszego poznania sktadu chemi-
cznego krajowych odmian koniczyny czerwonej oraz wplywu substancji
swoistych na fizjologie zwierzat.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono wstepne badania nad wystepowaniem izoflawonidéow — zwiazkow o dziala-
niu estrogennym w pigciu uprawianych w Polsce gatunkach koniczyny: Trifolium pratense L., T.
repens L., T incarnatum L., T resupinatum L. i T hybridum L. Tylko w zielonych czesciach
nadziemnych koniczyny czerwonej stwierdzono duze ilosci izoflawonéw: biochaniny A (0,8%, w
s.m.), formononetyny (0,7%, w s.m.) oraz niewielkie iloci genisteiny. W pozostalych gatunach
stwierdzono tylko niewielkie iloici formononetyny i genisteiny. We wszystkich gatunkach
koniczyny stwierdzono obecno$¢ wolnych izoflawonéw (aglikonéw) jak i glikozydowo zwiaza-
nych. Dodwiadczenia laboratoryjne na myszach wykazaty, ze tylko koniczyna czerwona charak-
teryzuje si¢ wysoka aktywnosdcia estrogenna. Koniczyna czerwona zawierala rowniez jaki§ inny
nie zidentyfikowany skladnik zmniejszajacy przyrosty wagowe myszy.
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